Príloha č. 1 k Rozhodnutiu  č.: 016/DG/22-S
NÁVOD NA POUŽITIE

IDEXX BVDV p80Ab
BVDV/MD/BDV p80 Protein Antibody Test
Len na veterinárne použitie
Názov a použitie 
IDEXX BVDV p80 je enzýmový imunotest na detekciu protilátok proti proteínu p80 na diagnostiku bovínneho vírusu vírusovej hnačky BVDV a Slizničnej choroby „Mucosal disease“(MD) vo vzorkách séra, plazmy, mlieka a hromadnej vzorky mlieka a séra (max. 10)  u hovädzieho dobytka a na diagnostiku Border disease (BD) v individuálnych vzorkách séra, plazmy a hromadných vzorkách (max. 5) u oviec.
Všeobecné informácie
Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) je pestivírus, ktorý spôsobuje dve choroby: bovínnu vírusovú hnačku (BVD) a slizničnú chorobu „mucosal disease“ (MD). Bovínna vírusová hnačka ja patologicky vyvolaná jedným z dvoch kmeňov vírusu (cytopatogenický a necytopatogenický). Akútna forma charakterizovaná horúčkou a hnačkou je prechodný stav s vysokou chorobnosťou a nízkou úmrtnosťou. Dospelé zvieratá môžu byť infikované bezpríznakovou subklinickou formou ochorenia. Slizničná choroba má nízku chorobnosť (1%), ale vysokú úmrtosť. Najčastejšie je charakterizovaná vredmi v rôznych častiach tráviaceho traktu a hemoragickou hnačkou. Mnohé patologické zmeny sú spojené so zhoršením BVDV, vrátane respiračných ochorení, spomalením vývoja, kongenitálnymi defektami atď.. Slizničná choroba sa objavuje aj pri teľatách infikovaných počas vnútromaternicového života (Immunotolerant Persistently Infected (I.P.I.) animals). Tieto zvieratá boli infikované necytopatogénnym kmeňom transplacentárne medzi 42. a 120. dňom gestácie. To zodpovedá obdobiu, kedy dochádza k vývoju imunokompetencie pri plode: cudzie antigény v tom čase predstavujú telu vlastné antigény a nedochádza k imunitnej odpovedi na cudzie antigény. Tak perzistentne infikované zvieratá neprodukujú protilátky proti kmeňu, ktorým sú zvieratá infikované. Slizničná choroba je vyvolaná mutáciou necytopatogénneho kmeňa na cytopatogénny kmeň. Hlavným zdrojom infekcie sú I.P.I. zvieratá, ktoré kontinuálne produkujú a rozširujú vírus a prechodným spôsobom (počas 10 dní), zvieratá nedávno nakazené primárnou BVDV infekciou. Prenos vírusu môže byť orálno- nazálnou cestou, očnými spojovkami, genitálne alebo transplacentárne. Prítomnosť BVDV v stáde môže byť detegovaná serologickým skríningom, ktorý odhalí prítomnosť zvierat so špecifickými protilátkami. Perzistentne infikované zvieratá nie je schopná táto metóda detegovať. Predchádzajúci test bol založený na metóde seroneutralizácie, nový serologický skríningový test využíva ELISA metódu. Tento test môže byť rýchlo zrealizovaný. Je spoľahlivý a špeciálne vyvinutý na analýzu veľkého množstva vzoriek a môže byť použitý aj na analýzu hromadnej vzorky mlieka. Je založený na princípe súťaženia medzi bovínnymi protilátkami a konjugátom viazanou monoklonálnou anti-p80-protilátkou “WB112”. Tento kit je navrhnutý na detekciu protilátok nasmerovaných proti proteínu p80 na diagnistiku bovínneho vírusu hnačky (BVDV) a slizničnej choroby (MD) v jednotlivých vzorkách séra, plazmy, mlieka a v hromadných vzorkách séra (max. 10) a hromadných vzorkách mlieka u hovädzieho dobytka, a na diagnostiku Border choroby v individuálnych vzorkách séra, plazmy a v hromadných vzorkách séra (max. 5) u oviec.  
Popis a princípy 
Mikrotitračná doštička je pokrytá proteínom p80 naviazaným prostredníctvom špecifických WB103 protilátok. Testované vzorky sú zriedené a inkubované v jamkách mikrotitračnej doštičky. Po inkubácii vytvoria proteín p80 a špecifická protilátka zo vzorky imukomplex. Po vymytí nenaviazaného materiálu sa pridá konjugát chrenovej peroxidázy. V prítomnosti imunokomplexu je konjugát blokovaný a nenaviaže sa na doštičku. V prípade neprítomnosti imunokomplexu p80+ protilátky sa konjugát naviaže na príslušné epitopy na doštičke. Nenaviazaný konjugát je premytý a pridáme substrát/chromogénový roztok. V prítomnosti enzýmu sa substrát premení na produkt, ktorý reaguje tvorbou modrej farby. Po pridaní Stop roztoku sa vytvorí žlté sfarbenie. Absorbanciu meriame pomocou spektrofotometra. Správne hodnoty absorbancie vzoriek sú vypočítané pomocou absorbancie odčítanej zo vzorky a odčítanej od hodnoty absorbancie negatívnej kontroly.
                Reagencie


  Objem

1 
BVDV/MD/BDV p80


      5


pokrytá doštička

2
Pozitívna kontrola


1 x 2,0 ml

3          Negatívna kontrola


1 x 2,0 ml

4a
Koncentrát konjugátu (100x)

1 x 0,75 ml

4b
Riediaci pufer N.1


1 x 120 ml

5
Riediaci pufer N.9


1 x 120 ml

A
TMB Substrát N.9


1 x 60 ml

B
Stop roztok N.3



1 x 60 ml

C
Premývací koncentrát (20X)

1 x 100 ml

Poznámka: Popis symbolov použitých v návode a na štítkoch reagencií nájdete v tabuľke na konci tohto návodu.

Uchovávanie
Reagenčné roztoky uchovávajte pri teplote 2–8°C. Pri správnom uchovávaní sú reagenčné roztoky stabilné až do dátumu exspirácie.
Potrebný materiál, ktorý nie je súčasťou Kitu
· Presné mikropipety alebo multi-dispenzné mikropipety.
· Jednorazové pipetovacie špičky.
· Odmerný valec so stupnicou na premývací roztok.
· Čítačka 96-jamkovej mikrotitračnej doštičky (opatrená 450 nm filtrom).

· Premývačka mikrotitračnej doštičky (manuálna, semi-automatický alebo  automatický systém)

· Na prípravu reagenčných roztokov používajte len destilovanú alebo dejonizovanú vodu.

· Kryty na mikrotitračné doštičky (viečka, hliníková fólia alebo priľnavá).
· Vortex alebo iná centrifúga.
· Centrifúga (kapacita 2000 x g).
· Trepačka na premiešavanie mikrotitračnej doštičky.
Upozornenia a varovania
· Zaobchádzajte so všetkým biologickým materiálom ako s potenciálne infekčným.

· Noste ochranné rukavice / ochranný odev / ochranu očí a tváre pri zaobchádzaní so vzorkami a reagenciami.

· Pre ďalšie informácie si prečítajte Bezpečnostné listy produktu.

· Pozrite si na konci tohto návodu nebezpečenstvá a varovania pri práci s reagenčnými roztokmi.

Laboratórne predpisy
· Optimálne výsledky získame striktným dodržiavaním tohto postupu práce.    

Dodržiavanie presnosti pri pipetovaní, dodržiavanie časového harmonogramu a starostlivé premývanie je nevyhnutné. Na každú vzorku a kontrolu použite vždy novú pipetovaciu špičku.

· Nevystavujte TMB roztok silnému svetlu alebo oxidačným činidlám. Pri práci s TMB roztokom požívajte čisté sklo alebo plastové laboratórne pomôcky. 

· Všetok odpadový materiál je potrebné pred likvidáciou príslušne dekontaminovť.  Odpad likvidujte v súlade s miestnymi, regionálnymi a národnými nariadeniami.

· Predchádzajte kontaminácii zložiek kitu. Nenalievajte nepoužité reagenčné roztoky späť do zásobných fliaš.

· Nepoužívajte kit po dátume exspirácie a nezamieňajte súčasti kitov rôznych výrobných šarží.

Príprava reagenčných roztokov

Premývací roztok

Premývací koncentrát (20X) musí byť pred použitím zriedený v pomere 1:20 destilovanou/deionizovanou vodou (napr. 15 ml premývacieho koncentrátu (20x) do 285 ml destilovanej vody). Tento roztok je následne nazývaný „Premývací roztok“.

Poznámka: Premývací koncentrát (20x) temperujte na teplotu 18–26°C a dôkladne premiešajte, aby sa zabezpečilo rozpustenie všetkých vyzrážaných solí. Premývací roztok je stabilný 3 dni pri teplote 2 - 8°C. 
Konjugát 

Koncentrát konjugátu (100x) musí byť pred použitím zriedený v pomere 1:100 riediacim pufrom N.1.

Poznámka: Zriedený konjugát je stabilný do 8 hodín po nariedení pri teplote 18 -26 °C.
Príprava vzoriek z mlieka
Testované môžu byť vzorky odtučneného mlieka ako aj mlieko celé. 
Postup pri testovaní

Všetky použité reagenčné roztoky musia byť pred použitím vytemperované na teplotu 18 – 26°C. 

Zamiešanie reagenčných roztokov musí prebiehať jemným vírením.

1 Zoberte pokryté doštičky a označte pozície vzoriek.
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
2 Dajte riediaci pufer N.9, Kontroly a vzorky:
a. Bovínne jednotlivé vzorky séra a plazmy: Krátka inkubácia (1 hodina (± 5 min.) pri teplote 18–26°C).

· Pridajte 50 μl Riediaceho pufra N.9 do každej jamky.

· Pridajte 50 μl Negatívnej kontroly (NC) do dvoch príslušných jamiek.

· Pridajte 50 μl Pozitívnej kontroly (PC) do jednej príslušnej jamky.

· Pridajte 50 μl vzorky do zvyšných jamiek (1 jamka/1 vzorka).

· Premiešajte obsah jamiek pomocou trepačky mikrotitračnej doštičky.

· Zakryte mikrotitračnú doštičku a inkubujte 1 hodinu (±5 min.) pri teplote 18–26°C.
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

b.
Bovínne jednotlivé vzorky séra a plazmy: Inkubácia počas  noci (16–24 hodín  
pri teplote 


2–8°C).

· Pridajte 90 μl Riediaceho pufra N.9 do každej jamky.

· Pridajte 10 μl Negatívnej kontroly (NC) do dvoch príslušných jamiek.

· Pridajte 10 μl Pozitívnej kontroly (PC) do jednej príslušnej jamky.

· Pridajte 10 μl vzorky do zvyšných jamiek (1 jamka/1 vzorka).

· Premiešajte obsah jamiek pomocou trepačky mikrotitračnej doštičky.

· Prikryte mikrotitračnú doštičku a inkubujte 16–24 hodín pri teplote 2–8°C.
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

c.
Bovínne hromadné vzorky séra (Max. 10): Inkubácia počas noci (16–24 hodín 
pri teplote 

2–8°C).
· Pridajte 50 μl Riediaceho pufra N.9 do každej jamky.

· Pridajte 50 μl Negatívnej kontroly (NC) do dvoch príslušných jamiek.

· Pridajte 50 μl Pozitívnej kontroly (PC) do jednej príslušnej jamky.

· Pridajte 50 μl vzorky do zvyšných jamiek (1 jamka/1 vzorka).

· Premiešajte obsah jamiek pomocou trepačky mikrotitračnej doštičky.

· Prikryte mikrotitračnú doštičku a inkubujte 16–24 hodín pri teplote 2–8°C.
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

d.
Bovínne jednotlivé a hromadné vzorky mlieka: Krátka inkubácia (2 hodiny (± 5 min.) pri teplote 18–26°C).

· Pridajte 50 μl Riediaceho pufra N.9 do troch príslušných jamiek.

· Pridajte 50 μl Negatívnej kontroly do dvoch príslušných jamiek. 

· (obsahujúcich 50 μL Riediaceho pufra N.9).

· Pridajte 50 μl Pozitívnej kontroly do jednej príslušnej jamky (obsahujúcej 50 μL Riediaceho pufra N.9).

· Pridajte 100 μl Vzorky do zvyšných jamiek (1 jamka/1 vzorka).

· Premiešajte obsah jamiek pomocou trepačky mikrotitračnej doštičky.

· Zakryte mikrotitračnú doštičku a inkubujte 2 hodinu (±5 min.) pri 18–26°C.
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
e.
Bovínne jednotlivé a hromadné vzorky mlieka: Inkubácia počas noci (16–24 hodín pri teplote 18–26°C).

· Pridajte 100 μl Riediaceho pufra N.9 do každej jamky.

· Pridajte 100 μl Negatívnej kontroly (NC) do dvoch príslušných jamiek.

· Pridajte 100 μl Pozitívnej kontroly (PC) do jednej príslušnej jamky.

· Pridajte 100 μl vzorky do zvyšných jamiek (1 jamka/1 vzorka).

· Premiešajte obsah jamiek pomocou trepačky mikrotitračnej doštičky.

· Prikryte mikrotitračnú doštičku a inkubujte 16–24 hodín pri teplote 18–26°C.
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
f.
Ovčie jednotlivé vzorky séra a plazmy a hromadné vzorky séra (max. 5): Inkubácia počas noci (16–24 hodín pri teplote 2–8°C).

· Pridajte 50 μl Riediaceho pufra N.9 do troch príslušných jamiek.

· Pridajte 75 μl Riediaceho pufra N.9 do zvyšných jamiek.

· Pridajte 50 μl Negatívnej kontroly do dvoch príslušných jamiek (obsahujúcich 

· 50 μl Riediaceho pufra N.9).

· Pridajte 50 μl Pozitívnej kontroly do jednej príslušnej jamky (obsahujúcej

· 50 μL Riediaceho pufra N.9).

· Pridajte 25 μl vzorky do jamky (obsahujúcej 75 μL Riediaceho pufra N.9).

· Premiešajte obsah jamiek pomocou trepačky mikrotitračnej doštičky.

· Prikryte mikrotitračnú doštičku a inkubujte 16–24 hodín pri teplote 2–8°C.
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
3
Odstráňte roztok a premyte každú jamku 3 – 5 krát približne s 300 μl premývacieho roztoku. Predchádzajte vysušeniu doštičky medzi premývaním a pridaním ďalšieho reagenčného roztoku. 

Po konečnom premytí osušte každú doštičku absorpčným materiálom na odstránenie zvyškového premývacieho roztoku.  

Dôležité: Ak je použitá vzorka z odstredeného mlieka (alebo vzorka spod smotanovej vrstvy mlieka), je tento typ premývania dostatočný. Ak je vzorka z plnotučného mlieka, je odporúčané modifikovať metódu premývania pridaním 1 minúty namáčania na premývací cyklus. To umožní odstrániť tukové častice, ktoré sa pravdepodobne nešpecificky viažu na konjugát v ďalšom kroku. Starostlivé premytie je dôležité pre presné odčítanie výsledkov.
4 
Napipetujte 100 μl Zriedeného konjugátu do každej jamky.

5 
Zakryte mikrotitračnú doštičku a inkubujte 30 minút (±2 min.) pri teplote 18–26°C.

6 
Odstráňte roztok a premyte každú jamku približne s 300 μl premývacieho roztoku 3-krát. Predchádzajte vysušeniu doštičky medzi premývaním a pridaním ďalšieho reagenčného roztoku. Následne doštičku osušte absorpčným materiálom na odstránenie zvyškového premývacieho roztoku. 

7 
Pridajte 100 μl TMB Substrátu N.9 do každej jamky.

8 
Inkubujte 20 minút (± 3 min.) pri teplote 18 – 26 °C, chránené pred priamym svetlom.

9 
Pridajte 100 μl Stop roztoku N.3 do každej jamky.
10 
Zmerajte a zaznamenajte Absorbanciu vzoriek a Kontrol pri 450 nm.

Poznámka:  Pri použití robotiky a počas inkubácie je povolené pracovať bez krytu. Použitie robotiky je taktiež nezlučiteľné s jemným krúžením alebo vibrovaním mikrodoštičiek. Mikrodoštičky môžu byť uchovávané do 1 hodiny pred odčítaním na tmavom mieste.    

	11  Výpočet:


	

	Kontroly
	

	
	

	NC¯x = NC1 A(450) + NC2 A(450)
                               2
	

	Kritériá validity

	NCx ≥ 0.800                                                PC:NCx ˂ 0.20
Pri neplatných výsledkoch môže byť chybná technika prípravy a je potrebné test opakovať podľa priloženého návodu. 

	

	Vzorky 

S/N% = 100  x  vzorka A(450)

                             NCx
	

	12  Interpretácia:

Vzorky zo séra

BVD/MD  diagnostika v individuálnych vzorkách séra a plazmy hovädzieho dobytka a BD diagnostika v individuálnych vzorkách séra a plazmy a hromadných vzorkách oviec:

Negatívna             Suspektná                        Pozitívna

S/N ≥ 50%            40% ˂ S/N ˂ 50%             S/N ≤ 40%

Poznámka: 
Analýza hromadných vzoriek ovčieho séra je neaplikovateľná v Spolkovej republike Nemecko.
	

	BVD/MD diagnostika pre bovínne hromadné vzorky séra:

	  Negatívna

             Suspektná

Pozitívna

S/N ≥ 60%

50% ˂ S/N ˂ 60%

S/N ≤ 50%


	

	Poznámka: Pozitívne hromadné vzorky musia byť individuálne analyzované a potvrdené. 
Analýzy hromadných vzoriek bovínneho séra nie je možné aplikovať v Spolkovej republike Nemecko.


	


Vzorky z mlieka

Kvalitatívna interpretácia – BVD/MD diagnostiky pre individuálne bovínne vzorky a hromadné vzorky mlieka:

Negatívna                                            Pozitívna

S/N ≥ 80%                                          S/N ˂ 80%

	Semi-kvantitatívna interpretácia – BVD/MD diagnostiky pre bovínne hromadné vzorky mlieka:

	Negatívna
	Suspektná
	Pozitívna

	S/N ≥  80%

Zo stáda s menšou ako 10% BVD/MD sero -prevalenciou
	45% < S/N ˂ 80%

Zo stáda s 10 - 30% BVD/MD sero -prevalenciou
	S/N ≤ 45%

Zo stáda s väčšou ako 30% BVD/MD prevalenciou

	


Poznámka: Semi-kvantitatívna analýza hromadných vzoriek mlieka je v Spolkovej republike Nemecko neaplikovateľná.
IDEXX má dostupné prístroje a softverové systémy, ktoré umožňujú vypočítať výsledky a ponúkajú zhrnutie dát.

Pre technickú podporu:

Kontaktujte Cymedica SK, s.r.o., Družstevná 1415/8, 960 01 Zvolen, Slovenská republika
 045 54 000 40, info@cymedica.sk

IDEXX USA Tel: +1 800 548 9997 or +1 207 556 4895

IDEXX Europe Tel: +800 727 43399Contact your IDEXX area manager or distributor or visit our website: idexx.com/contactlpd

VAROVANIA
	H316 / H319 / P332+P313 / P337+P313


Pozitívna kontrola/negatívna kontrola – Spôsobuje mierne podráždenie kože. Spôsobuje vážne podráždenie očí. Ak sa prejaví podráždenie pokožky: Vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť. Ak podráždenie očí pretrváva: Vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť.
	H316 / P332+P313 / EUH208


Konjugát - Spôsobuje mierne podráždenie kože. Ak sa prejaví podráždenie pokožky: Vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť. Obsahuje kathon. Môže vyvolať alergickú reakciu.
	H303 / H316 / H317 / H318 / P280 / P305+P351+P338+P310 / P332+P313


Riediaci pufer 9 – Môže byť škodlivý pri prehltnutí. Spôsobuje mierne podráždenie pokožky. Môže vyvolať alergickú kožnú reakciu. Spôsobuje vážne poškodenie očí. Noste ochranné rukavice/ochranný odev/ochranné okuliare/ochranu tváre. PO ZASIAHNUTÍ OČÍ: Opatrne niekoľko minút oplachujte vodou. Ak používate kontaktné šošovky a ak je to možné, odstráňte ich. Pokračujte vo vyplachovaní. Okamžite volajte NÁRODNÉ TOXIKOLOGICKÉ CENTRUM alebo lekára. Ak sa prejaví podráždenie pokožky: Vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť.

	H315 / H319 / P280 / P332+P313 / P337+P313


TMB substrát - Dráždi kožu. Spôsobuje vážne podráždenie očí. Noste ochranné rukavice/ochranný odev/ochranné okuliare/ochranu tváre. Ak sa prejaví podráždenie pokožky: Vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť. Ak podráždenie očí pretrváva: Vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť.
	H302 / H315 / H317 / H319 / H335 / P 280 / P333+P313 / P337+P313 / P363


Stop roztok - Škodlivý po požití. Dráždi kožu. Môže vyvolať alergickú kožnú reakciu. Spôsobuje vážne podráždenie očí. Môže spôsobiť podráždenie dýchacích ciest. Noste ochranné rukavice/ochranný odev/ochranné okuliare/ochranu tváre. Ak sa prejaví podráždenie pokožky alebo sa vytvoria vyrážky: Vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť. Ak podráždenie očí pretrváva: Vyhľadajte lekársku pomoc/starostlivosť. Kontaminovaný odev pred ďalším použitím vyperte. 

	Vysvetlivky symbolov

	LOT    Číslo šarže

	SN      Sériové číslo

	REF    Katalógové číslo

	IVD     In- vitro diagnostika

	EC/REP  Autorizovaný zástupca v Európskom spoločenstve

	CONTROL +   Pozitívna kontrola

 

	CONTROL -     
	 Negatívna kontrola

	                         Použiteľné do dátumu



	                         Dátum výroby

                         Výrobca



	                         Obmedzenia teploty 

	                         Konzultovať návod na použitie
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            Zásadná zmena v návode na použitie
Schvaľovacie  číslo: 016/DG/22-S
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